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If) (57) Abstract: The invention relates to peptides with the following amino acid sequence R 1 -X01-X02-X03-X04-X05-X06-X07- 
OO X08-X09-X10-X11-X12-X13-R 2 and the peptides and proteins containing said amino acid sequence. The peptides according to 



the invention have a high affinity to immunoglobulins. The invention also relates to various uses of the peptides according to the 



invention. 

(57) Zusam menfassu ng: Peptide mit der folgenden Aminosauresequenz sowie Peptide oder Proteine, die diese Aminosauresequenz 
^ enthalten R1-X01-X02-X03-X04-X05-X06-X07-X08-X09-X10-X1 1 -X12-X13-R2. Diese Peptide weisen eine hohe Affinitat zu Im- 
)^ munglobulinen auf. Beschrieben werden auch Verwendungen der erfindungsgemaBen Peptide. 
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Peptide, deren Herstellunq und Verwendung zur Binduna von Immunqlobulinen 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide mit Affinitat zu 
Immunglobulinen, feste Phasen an denen die erfindungsgemaBen Peptide 
gebunden sind, ein Verfahren zur Adsorption von Immunoglobuh'nen, eine 
Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens sowie Verwendungen der 
erfindungsgemaBen Peptide. 

Immunglobuline sind bei alien Vertebraten vorkommende Proteinmolekule, die 
der korpereigenen spezifischen Immunabwehr dienen, indem sie an Antigene, 
mikrobielfe sowie andere korperfremde Strukturen, binden und diese 
neutralisieren. Antigentragende Strukturen wie z.B. in den Korper 
eingedrungene Bakterien Oder Parasiten sowie virusinfizierte Korperzellen 
werden durch gebundene Immunglobuline fur eine Vernichtung durch ent- 
sprechend spezialisierte Zellen oder Molekulsysteme, wie z. B. das Kom- 
plementsystem, kenntlich gemacht. Immunglobuline werden je nach der 
Struktur ihrer molekularen Untereinheiten verschiedenen Immunglobulin- 
klassen zugeordnet, die sich auch hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitat, wie 
z.B. der Fahigkeit zur Komplementaktivierung oder Schleimhautgangigkeit 
unterscheiden. Allgemein unterscheiden sich alle Immunglobuline, unabhangig 
von der Immunglobulinklasse, in ihrer variablen, fur das jeweilige Antigen 
spezifischen Bindungsstelle. Alle Immunglobuline haben gemeinsame Struktur- 
merkmale, uber die sie auch gemeinsam gebunden werden konnen, wobei 
hierfur die u Fc-Region' / genannte molekulare Untereinheit bevorzugt wird 
(Davies and Metzger (1983); Alt et al. (1987)). 

In der Natur vorkommende Immunglobulin-bindende Molekule sind vor allem 
Oberflachenrezeptoren von Korperzellen, welche die Fc-Region der 
verschiedenen Immunglobuline erkennen und an diese binden. Nachdem sie 
Immunglobuline gebunden haben, werden uber die Rezeptoren, in Abhan- 
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gigkeit von der gebundenen Immunglobulinklasse und dem Zelltyp unter- 
schiedliche Aktivierungsvorgange ausgelost (McKenzie and Schreiber (1994); 
Makiya and Stigbrand (1992); Sarfati et al. (1992); Capron et al. (1992); 
Shen (1992); Sandor et al. (1992)). 

Neben Oberflachenrezeptoren binden auch Molekule des Komplementsystems 
an die Fc-Region von Immunglobuiinen. Das Komplementsystem stellt eine 
System von aufeinander abgestimmten Proteinen dar, welches der Zerstorung 
der antigentragenden Zielstruktur dient und zwei unterschiedliche Aktivie- 
rungswege aufweist. Bei dem einen - dem klassische Weg - erfoigt die 
Aktivierung uber die Bindung der Komplementkomponente CI bzw. deren 
Untereinheit Clq an die Fc-Region der antigengebundenen Immunglobuline 
(Miletic and Frank (1995)). 

Auch einige Bakterien haben Proteine entwickelt, die in der Lage sind, 
Immunglobuline uber die Fc-Region zu binden. Dazu gehoren das Protein A der 
Staphylokokken und das Protein G der Streptokokken. Diese Proteine und 
deren Abkommlinge sind interessante Arbeitsmittel in der immunologischen 
Forschung, beispielsweise beim Studium der Rezeptor-Immunglobulin-Inter- 
aktion und finden gekoppelt an eine Tragermatrix breiten Einsatz in der 
affinitatschromatographischen Reinigung von Immunglobuiinen (Stahl et al. 
(1993)). 

Ausgehend von dieser Anwendung wurde die therapeutische Immunapherese 
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen etabliert. Bei diesem Verfahren 
werden auf der Basis von matrixgekoppeltem Protein A Immunglobuline aus 
humanem Plasma entfernt und damit auch die Konzentration von pathogenen 
Autoantikorpern abgesenkt (Belak et al. (1994)). 
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Auf dem Markt befinden sich derzeit zwei Protein A-Produkte, die sich hin- 
sichtlich der verwendeten Adsorbermatrix unterscheiden. Zum einen wird 
Protein A immobilisiert an Agarose (Sepharose) als Tragermatrix verwendet 
(Immunosorba, Fresenius HemoCare AG/Deutschland) (Samuelsson (1998)), 
zum anderen findet Kieselgel als Tragermatrix Anwendung (Prosorba, Cypress 
Bioscience Inc./USA). Die Anwendung der Immunapherese mit Protein A zur 
Entfernung der Immunglobuline wurde bei verschiedenen Autoimmun- 
erkrankungen, beispielsweise der Rheumatoiden Arthritis erfolgreich eingesetzt 
(Felson et al. (1999)). 

Weiterhin konnen nach Immunisierung mit Immunglobulinen einer bestimmten 
Spezies in einer anderen Spezies Antikorper induziert werden, die dann in der 
Lage sind die Immunglobuline der ersten Spezies zu binden. Hierauf beruht ein 
Produkt zur therapeutischen Immunapherese, welches matrixgekoppelte 
Antikorper vom Schafen verwendet, die aus dem Serum der Tiere nach 
Immunisierung mit menschlichen Immunglobulinen gewonnen werden. Auch 
dieses System (Ig-Therasorb, PlasmaSelect AG/Deutschland) findet Einsatz bei 
der Gesamtimmunglobulinentfernung und dient somit auch der therapeu- 
tischen Entfernung von pathogenen Antikorpern (Koll (1998)), beispielsweise 
von Faktor VIII- und Faktor IX-Inhibitoren (Knobl and Derfler (1999)). 

Auch matrix-immobilisierte Aminosauren werden fur die therapeutische 
Immunapherese eingesetzt. Hierzu kommen Adsorber auf Phenylalanin- (IM- 
PH350, Asahi Medical Co. Ltd. /Japan) und Tryptophanbasis (IM-TR350, 
Asahi/Japan) zum Einsatz (Jimenez et al. (1993); Fadul et al. (1996)). Die 
Bindungsfahigkeit dieser Adsorber ist jedoch im Geg.ensatz zu den 
vorgenannten Adsorbersystemen nicht auf Immunglobuline beschrankt, 
sondern es werden auch andere Proteine, wie das fur die Gerinnung 
notwendige Fibrinogen, aus dem Blutplasma entfernt. 
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Ein vollkommen anderes Bindungsprinzip wird bei der Verwendung von 
Peptiden als Antigen oder Antigenmimetikum zur Entfernung pathogener 
Autoantikorper angewandt. Beispielsweise wird der Adsorber MG-50 (Kuraray 
Co. Ltd./Japan) zur Eliminierung von Autoantikorpern gegen den 
Acetylcholinrezeptor bei der Behandlung von Myasthenia gravis angewendet 
(Takamori and Ide (1996)). Ein weiteres Beispiel ist die spezifische, 
immunapheretische Eliminierung von Autoantikorpern gegen den 131- 
adrenergen Rezeptor (EP 99 118 631), Affina Immuntechnik 
GmbH/Deutschland) bei der Therapie der Dilatativen Cardiomyopathie (DCM). 
D.h. in den genannten Beispielen werden nur die Immunglobuline entfernt, die 
gegen das jeweilige Peptidantigen gerichtet sind, wahrend aiie anderen 
Immunglobuline nicht gebunden werden. Die Verwendung von Peptiden zur 
Bindung ausgewahlter Immunglobuline uber ihre Antigenbindungsstelle ist 
Stand der Technik. 

Interessanterweise und im Gegensatz zu den oben beschriebenen Peptiden 
sind in der Literatur auch Peptide beschrieben worden, die nicht uber die 
Antigenbindungsstelle eines Immunglobulins gebunden werden, sondern an die 
FoRegion von Immunglobulinen binden. So wurde ein Protein A-mimetisches 
Peptid beschrieben, das sich zur technischen Reinigung von Immunglobulinen 
eignet (Fassina et al. (1996) ; Fassina et al. (1998)). Weiterhin wurde ein 
Peptid beschrieben, das in gepufferter Losung einen monoklonalen IgG- 
Antikorper im Bereich der Protein A-Bindungsstelle des Immunglobulins bindet 
(DeLano et al. (2000)) sowie WO-A-0 1/45746. Andere ebenfalls in der Fc- 
Region bindende Peptide, bestehend aus 10 Aminosauren, wurden von der 
Arbeitsgruppe urn Krook beschrieben (Krook et al. (1998)). 

Fur die therapeutische Eignung als Pharmakon und/oder fur den 
therapeutischen medizintechnischen Einsatz von Molekulen zur Bindung von 
Immunglobulinen der Klassen Gi- 4/ a und M sind die Spezifitat fur die 
genannten Immunglobulinklassen, eine geringe Bindung anderer 
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Plasmabestandteile sowie die Stabilitat des Peptids in Korperflussigkeiten wie 
z.B. humanem Plasma oder Serum, elementare Voraussetzungen. 

Der Erfindung liegt somit das technische Problem zugrunde, neue Peptide 
bereitzustellen, die eine hohe Affinitat zu Immunglobulinen aufweisen. 

ErfindungsgemaB wird dieses Problem durch synthetische Peptide gelost, die 
vorzugsweise selektiv an Immunglobuline, insbesondere der Klassen Gi- 4 , A 
und M in komplexen Losungen, wie z. B. Korperflussigkeiten und nativem 
humanen Blutplasma, binden und unter diesen Einsatzbedingungen stabil sind. 

Die in diesem Patent beanspruchten Peptide erfullen die genannten 
Anforderungen uberraschenderweise sowohl in loslicher Form, als auch im 
immobiHsiertem Zustand und sind somit fur eine medizinisch-technische und 
pharmakologische Verwendung geeignet 

Insbesondere nach Immobilisierung der Peptide uber X08 gleich K (Lys) (siehe 
unten) erfullen die Peptide die genannten Forderungen, uberraschenderweise 
auch nach thermischer Behandlung (Autoklavierung bei 121°C). 

Im einzelnen sind dies die erfindungsgemaBen Peptide mit der folgenden 
Aminosauresequenz sowie Peptide oder Proteine, die diese Aminosauresequenz 
enthalten, 

R^xoi-xoz-xos-xo^xos-xoe-xoy-xos-xog-xio-xii-xiz-xis-R 2 , 

wobei R 1 , R 2 sowie X01 bis X013 die folgende Bedeutung haben: 
R 1 = Amino-, Acetyl- sowie Spacer/Linker, oder Deletion 
X01 = A, D, E, G, Deletion 

X02 = C, S, D, E, Diaminobuttersaure (Dab), Diaminopropionsaure 
(Dpr), K, Ornithin (Orn), 

X03 = A, S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, W, Y 
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X05 


= 


H 


X06 


= 


G, H, K, L, M, N, Q, R 


X07 


= 


D, G 


X08 




D, H, K, M, N, Q, R 


X09 




K, L, R 


X10 




V 


Xll 




W 


X12 = C, S, D, E, Diaminobuttersaure (Dab), Diaminopropionsaure 
(Dpr), K, Ornithin (Orn), 


X13 




D, E, K, Q, R, S, T, Deletion 


R 2 




-COOH, -Amid, -GK, -GKK, -(I3A)GK, -(6A)GKK, -(I3A)(BA), - 



(BA)(6A)K sowie Spacer/Linker, oder Deletion. 



Die erfindungsgemaBen Peptide konnen insbesondere in linearer sowie 
is zyklischer Form vorliegen, wobei der Reptidringschluss bei Anwesenhett von 
zwei Cysteinen uber Disulfidbruckenbildung oder uber eine Amidzyklisierung 
erfolgt, die gegebenenfalls uber Seitenketten, uber den C- und N-Terminus 
oder uber eine Kombinationen beider Moglichkeiten erfolgt. 

ErfindungsgemaB bevorzugt werden die folgenden Peptide, 

2 0 R 1 - AC AW H LG KLVWCT- R2 

R1-ECAWHLGKLVWCT-R2 

R1-GCAWHLGKLVWCT-R2 

Rl— CAWHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
25 Peptidpositionen wie folgt, 

X02 = S 
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X03 = S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 

X06 = G, H, K, M, N, Q, R 

X07 = D 

X08 = D, H, M, N, Q, R 

X09 = K, R 

X12 = S 

X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion 
oder 



R1-DSAWHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion 


oder 







R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 
R1-DCTWHLGKLVWCT-R2 
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mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 


— 


A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 


= 


G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 


oder 







R1-DCAEHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAFHLGKLVWCT-R2 
15 R1-DCAHHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAKHLGKLVWCT-R2 

Rl-DCAM H LGKLVWCT- R2 

R1-DCARHLGKLVWCT-R2 

R 1 - D CAS H LG KLVWCT- R2 
2 0 R1-DCATHLGKLVWCT-R2 

R 1 - D C A V H LG KLVWCT- R2 

R1-DCAWHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAYHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
25 Peptidpositionen wie folgt, 
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X01 = A, E, G, Deletion 

X02 = S 

X03 = S, T 

X06 = G, H, K, M, N, Q, R 

X07 = D 

X08 = D, H, M, N, Q, R 

X09 = K, R 

X12 = S 

X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion, 
oder 



R1-DCAWHDGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHEGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHGGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHHGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHKGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHMGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHNGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHRGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 = A, E, G, Deletion 

X02 = S 

X03 = S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 
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X07 = D 

X08 = D, H, M, N, Q, R 

X09 = K, R 

X12 = S 

X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion, 
oder 



R 1 - D CAW H LD KLVWCT- R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion 



oder 

R1-DCAWHLGDLVWCT-R2 
R 1 - DCAWH LG H LVWCT- R2 
R1-DCAWHLGKLVWCT-R2 
R 1 - DCA WH LG M LVWCT- R2 
R1-DCAWHLGNLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGQLVWCT-R2 
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R1-DCAWHLGRLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 



oder 

R1-DCAWHLGKKVWCT-R2 
15 R1-DCAWHLGKRVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 

X01 = A, E, G, Deletion 

X02 = S 

20 X03 S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 

X06 = G, H, K, M, N, Q, R 

X07 = D 

X08 = D, H, M, N, Q, R 

25 X12 = S 
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X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion, 
oder 

Rl-DCAWHLGK L VW ST- R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M 7 N, Q, R 


X09 




K, R 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion 



oder 

R1-DCAWHLGKLVWCD-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCE-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCK-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCQ-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCR-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCS-R2 
Rl-DCAWHLGKLVWC— R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 

X01 = A, E, G, Deletion 
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X02 



S 



X03 



S,T 



X04 



E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 



X06 



G, H, K, M, N, Q, R 



5 



X07 



D 



X08 =' D, H, M, N, Q, R 
X09 = K, R 
X12 = S 
wobei 

10 Rl = Amino-, Acetyl- sowie Spacer/Linker, 

R2 = -COOH, -Amid, -GK, -GKK, -(BA)GK, -(BA)GKK, -(BA)(BA), -(BA)(BA)K 
sowie Spacer/Linker sein kann, gegebenenfalls die Cysteine in Position X02 
und X12 fur einen Ringschluss uber Disulfidbruckenbildung verwendet werden, 
Oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch Dpr oder Dab oder K oder Orn 
15 fur X02 in Kombination mit D oder E fur X12 ersetzt sind und fur eine 
Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 

oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch D oder E fur X02 in 
Kombination mit Dpr oder Dab oder K oder Orn fur X12 ersetzt sind und fur 
eine Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 

20 oder bei R2 = COOH die Position X02 Dpr oder Dab, oder K oder Orn 1st und 
deren Seitenkette mit der C-terminalen Aminosaure uber eine 
Amidzyklisierung einen Ringschluss bildet, 

oder bei Rl = NH2 die Position X12 E oder D 1st und deren Seitenkette mit der 
N-terminalen Aminosaure uber eine Amidzyklisierung einen Ringschluss bildet, 
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Oder bei Rl = NH2 und R2 = COOH die N-terminale und die C-terminale 
Aminosaure des Peptids fur einen Ringschluss uber Amidbildung verwendet 
wird, 

und gegebenenfalls vorhandene Lysine, die nicht fur einen Ringschluss 
verwendet werden, uber Spacer/Linker derivatisiert sein konnen. 

Des Weiteren werden Peptide erfindungsgemaB bevorzugt, die die folgenden 
Peptidsequenzen aufweisen und die linear oder gegebenenfalls uber N-und C- 
Terminus des Peptids uber eine Amidbindung zyklisiert sein konnen: 

R 1 —CAW H LG KLV WCT- R2 

Rl-DCAWHLGKLVWC— R2 

Rl— CAWHLGKLVWC— R2 

R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHHGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHGGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHGGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHGGHLVWCT-R2 

R1-DCAWHGGKLVWCE-R2 

wobei Rl = Amino-, Acetyl- 

R2 = -COOH, -Amid, -GK, -GKK, -(6A)GK, -(BA)GKK, -(3A)(6A), -(I3A)(I3A)K 
ist, 



R1-DCAWHLGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 
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R1-DCAYHLGKLVWCT-R2 
R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 
R1-DCAYHQGKLVWCT-R2 
R1-DCSWHQGKLVWCT-R2 
5 R1-DCSYHLGKLVWCT-R2 
Rl-DCSYH QG KLVWCT- R2 

R 1 — CAW H LG KLV WCT- R2 

Rl— CAWHQG KLVWCT- R2 
10 Rl—CAYHLG KLVWCT- R2 

Rl— CSWHLGKLVWCT-R2 

Rl— CAYHQG KLVWCT- R2 

Rl— CSWHQGKLVWCT-R2 

Rl -CSYH LG KLVWCT- R2 
15 R 1 - -CSYH QG KLVWCT- R2 

Rl - DCAWH LG KLVWC-R2 
Rl-DCAWHQGKLVWC— R2 
Rl - DCAYH LG KLVWC- R2 
20 Rl-DCSWHLGKLVWC— R2 
R1-DCAYHQGKLVWC-R2 
R1-DCSWHQGKLVWC-R2 
Rl-DCSYHLGKLVWC— R2 
Rl - DCSYH QG KLVWC- R2 



25 
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R1-CAWHLGKLVWC-R2 
•Rl— CAWHQGKLVWC— R2 
Rl— CAYHLGKLVWC— R2 
Rl— CSWHLGKLVWC— R2 
5 R1-CAYHQGKLVWC--R2 
Rl— CSWHQGKLVWC— R2 
Rl— CSYHLGKLVWC--R2 
Rl— CSYHQGKLVWC— R2 
wobei 

10 Rl = Acetyl- 

R2 = -COOH, -Amid ist, 

gegebenenfails die Cysteine in Position X02 und X12 fur einen Ringschluss 
uber Disulfidbruckenbildung verwendet werden, 

Oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch Dpr Oder Dab oder K oder 
is Orn fur X02 in Kombination mit D oder E fur X12 ersetzt sind und fur eine 

Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 

oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch D oder E fur X02 in 
Kombination mit Dpr oder Dab oder K oder Orn fur X12 ersetzt sind und 
fur eine Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden. 

20 

Die genannten erfindungsgemaBen Peptide binden Immunglobuline oder 
Antigen-Immunglobulin-Komplexe in biologischen Flussigkeiten. 

ErfindungsgemaB beansprucht werden auch feste Phasen fur die 
25 Affinitatschromatographie oder Festphasenextraktion aus organischen, 
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anorganischen, synthetischen Polymeren oder aus Mischpolymeren, 
vorzugsweise quervernetzte Agarose, Cellulose, Kieselgel, Polyamid und 
Polyvinylalkohole, die gegebenenfails chemisch aktiviert werden, mit an der 
Oberflache der festen Phase immobilisierten erfindungsgemaBen Peptiden. 

Bei den erfindungsgemaBen festen Phasen sind die Peptide vorzugsweise 
kovalent oder durch Adsorption an die feste Tragerphase gebunden. Bei einer 
weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaSen festen Phasen 
sind die Peptide von der Trageroberflache uber Linker/Spacer beabstandet. 

Um die erfindungsgemaBen Peptide an feste Phasen zu koppeln, werden diese 
vorzugsweise mit einem Linker/Spacer versehen. Vorzugsweise ist der 
Linker/Spacer ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

Carbonsauren und deren Derivate, Hydroxycarbonsauren und deren Derivate, 
Oligoalkoxyderivate und deren Oligomere, a-Aminocarbonsauren sowie deren 
Homo- und Heterooligomere, oc,co-Aminocarbonsauren sowie deren verzweigte 
Homo- und Heterooligomere, sonstige Aminosauren sowie deren lineare und 
verzweigte Homo- und Heterooligomere, Amino-oligoalkoxy-alkylamine und 
deren lineare und verzweigte Homo- und Heterooligomere, 
Maleinimidocarbonsaure und deren Derivate, Oligomere von Alkylaminen, 
4-Alkylphenyl-Derivate, 4-Oligoalkoxyphenyl- und 4-Oligoalkoxyphenoxy- 
Derivate, Oligoalkylmercaptophenyl- und 4-Oligoafkylmercaptophenoxy- 
Derivate, 4-Oligoalkylaminphenyl- und 4-Oligoalkylaminyphenoxy-Derivate, 
(Oligoalkylbenzyl)-phenyl- bzw. 4-(Oligoalkylbenzyl)-phenoxy-Derivate sowie 
4-(Oligoalkoxy-benzyl)-phenyl- bzw. 4-(OligoaIkoxybenzyl)-phenoxy-Derivate, 
Trityl-Derivate, Benzyloxyaryl- und Benzyloxyalkyl-Derivate, Xanthen-3-yl- 
oxyalkyl-Derivate, co-(4-Alkylphenyl)- bzw. co-(4-Alkylphenoxy)-alkansaure- 
Derivate, Oligoalkyl-phenoxyaikyl- bzw. Oligoalkoxy-phenoxyalkyl-Derivate, 
Carbamat-Derivate, Amine, Trialkylsilyl- und Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate, Alkyl- 
bzw. Aryl-Derivate, Thiole und deren Derivate, Thioether und deren Derivate, 
Thiocarbonsauren und deren Derivate, Thiolcarbonsauren und deren Derivate, 
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Suifonsauren und deren Derivate sowie Kombinationen aus den aufgefuhrten 
Linkern oder Spacern. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Adsorption von 
Immungiobulinen an einer festen Phase, wobei die erfindungsgemaBen Peptide 
an eine fur die Affinitatschromatographie ubliche feste Phase oder an mobile 
feste Phasen gebunden werden, und die zu adsorbierenden 
immungiobulinhaltigen Proben insbesondere mit den erfindungsgemaBen 
festen Phasen in Kontakt gebracht werden. 

Vorzugsweise wird ein Verfahren zur Adsorption von Immungiobulinen an einer 
festen Phase durchgefuhrt, wobei die erfindungsgemaBen Peptide an eine fur 
die Affinitatschromatographie ubliche feste Phase oder an mobile feste Phasen 
gebunden werden, und die zu adsorbierenden immungiobulinhaltigen Proben 
mit Antikoagulantien behandeltes humanes Blutplasma oder humanes Vollblut 
sind und mit den erfindungsgemaBen festen Phasen gebracht werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere zur Adsorption von 
Immungiobulinen aus immungiobulinhaltigen Proben, die Autoantikorper 
enthalten, die mit Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheumatioden 
Erkrankungen, Multiple Sklerose, Myasthenia gravis sowie andere 
Autoantikorper-vermittelte Erkrankungen, assoziiert sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird vorteilhafterweise mit einer 
erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Entfernung von Immungiobulinen aus 
immungiobulinhaltigen Proben an festen Phasen durchgefuhrt, wobei die 
Vorrichtung eine erfindungsgemaBe feste Phase enthalt und Einrichtungen zum 
Einlass von immungiobulinhaltigen Proben vorgesehen sind. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch eine Verwendung der erfindungsgemaBen 
Peptide, der erfindungsgemaBen festen Phasen sowie der erfindungsgemaBen 
Vorrichtungen zur Entfernung von Immunglobulinen aus 
immunglobulinhaltigen Proben. 

Die Erfindung wird an Hand der folgenden Beispiele naher erlautert. 
Beispiel 1 

Peptidimmobilisierung auf Cellulosematrix und Test auf Immunglobulinbindung 

1. Tragergebundene Synthese von 13-mer Peptidvarianten 

Peptide bestehend aus 13 Aminosauren wurden mittels Festphasensynthese 
(Houghten, 1985) an einer Cellulosematrix mit (BA)(BA) als Spacergruppierung 
synthetisiert. 

Ausgehend von 

R1-X01-X02-X03-X04-X05-X06-X07-X08-X09-X10-X11-X12-X13-R2 
-D-C-A-W-H-L-G-E-L-V-W-C-T- 

Rl = Amino- 

R2 = (BA)(BA), wobei BA = B-Alanin 

wurden festphasenimmobilisierte Peptidvarianten synthetisiert wie in Tabelle 1 
beschrieben. 

2, Test der 13-mer Peptidvarianten auf Immunglobulin-Bindung 

Die immobilisierten Peptide wurden auf ihre Bindungsfahigkeit von 
Immungiobulin durch Inkubation mit humanem IgG-Fc in gepufferter Losung 
und durch Inkubation mit Humanplasma getestet. 
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Hierzu wurden die festphasenimmobilisierten Peptidvarianten mit T-TBS-Puffer 
(136 rnM NaCI, 1,6 mM KCI, 0,05% (v/v) Tween 20, 50 mM Tris-HCI pH 8,0) 
gewaschen und anschlieBend mit Blockierungspuffer (5% (w/v) Saccharose, 
4% (w/v) Rinderserumalbumin in T-TBS) behandelt. Die Inkubation der 
immobilisierten Peptide mit IgG-Fc (1 pg/ml) in Blockierungspuffer und 
Humanserum (1:10.000 verdunnt in Blockierungspuffer) erfolgte fur 3 h bei 
Raumtemperatur. Zur Uberprufung der Spezifitat der Bindung wurde 
gepufferte Serumalbumin-Losung (Blockierungspuffer) ohne Zusatz als 
Kontrolle mitgefuhrt. Danach wurden die festphasenimmobilisierten Peptid- 
varianten noch dreimal mit T-TBS-Puffer gewaschen. 

Nach Inkubation mit Alkaiischer-Phosphatase-konjugiertem anti-Human IgG 
Antikorper (1,2 Mg/ml) in Blockierungspuffer erfolgte die Detektion der 
Immunglobulinbindung anschlieBend mittels NBT (Nitroblautetra- 
zoliumchlorid)/BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-phosphat, Toluidin-Salz) als 
Substrat (200 pi Stammlosung (18,75 mg/ml NBT und 9,4 mg/ml BCIP in 67% 
(v/v) DMSO) in 10 ml Entwicklungspuffer (100 mM Tris-HCI, 100 mM NaCI, 5 
mM MgC! 2 pH 9,5)). 

Die Ergebnisse der Tests auf Immunglobulinbindung sind in Tabelle 1 
dargestellt. 

Beispiel 2 

Peptide immobilisiert auf Agarose-Beads mit Glu (E) im Vergleich zu Lys (K) in 
Peptidposition X08 (s.o.) und Test der Immunglobulin-Bindung aus 
Humanplasma 

1. Immobilisierung 

Zur Immobilisierung an einer festen Phase wurden die Peptide zu einer 
Konzentration von 1 mg/ml in Kopplungspuffer (30 % (v/v) Acetonitril, 0,5 M 
NaCI, 0,1 M NaHC0 3 pH 8,3) gelost und mit gewaschener und CNBr- 
voraktivierter Sepharose 4B im Volumenverhaltnis 10 : 1 gemischt. Nach 
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Beendigung der Kopplungsreaktion wurden die Peptidmatrizes mit 
Kopplungspuffer gewaschen und die uberschussigen CNBr-Gruppen durch 
Inkubation der Matrix in Tris-Puffer (100 mM Tris-HCI, 500 mm NaCI pH 8,0) 
inaktiviert. 

Die Peptidbeladung der Matrizes wurde photometrisch (A 28 onm) durch 
Differenzbildung der eingesetzten Peptidmasse vor und der nicht- 
immobilisierten Peptidmasse nach der Kopplung bestimmt. 

Die Ergebnisse der Peptidbeladungen sind in Tabelle 2 dargestellt. 



Immobilisierte Peptide: 



A Lineare Peptide 



Al Acetyl- D-S-A-W-H-L-G-E-L-V-W-C-T -((I3A)(I3A)K) 



B Peptide zyklisiert uber Disulfidbruckenbindung 



Bl Acetyl- D-C-A-E-H-L-G-E-L-V-W-C-T -((6A)(BA)K) 
I I 



B2 Acetyl- --C-A-W-H-Q-G-E-L-V-W-C-- -((6A)GKK) 

I ^ 1 

B3 Acetyl- D-C-A-W-H-L-G-K-L-V-W-C-T -amid 
I I 

C Peptide zyklisiert uber Seitenkettenamidbindung 



CI 



Acetyl- D-D-A-W-H-L-G-E-L-V-W-(Dpr)-T -((6A)(BA)K) 
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C2 Acetyl- D-(Dpr)-A-W-H-L-G-E-L-V-W-D-T -((BA)(BA)K) 
Dpr = Diaminopropionsaure 

2. Immunglobulinbindung aus Humanplasma 

Die Peptidmatrizes wurden mitteis Affinitatschromatographie auf ihre 
Bindungskapazitat und auf ihre Bindungsspezifitat fur Immunglobuline mit 
Humanplasma als Probe getestet. Hierzu wurden als Probe 6 Volumenanteile 
Humanplasma mit einer linearen Flussrate von 80 cm/h uber 1 
Saulenvolumenanteil Peptidmatrix geleitet. 

Vor Probenauftrag wurde die Affinitatschromatographiesaule mit PBS pH 7,2 
aquilibriert worden. Nach Probenauftrag wurde die Saule mit PBS pH 7,2 bis 
zur Erreichung der Adsorptionsbasislinie gespult und anschlieBend das 
gebundene Protein mit 30 mM Na-Citratpuffer pH 2,8 eiuiert. 

Die Konzentrationsbestimmung des eluierten Proteins erfolgte durch 
photometrische Messung der Adsorption bei 280 nm. Die Immun- 
globulinkonzentration wurde daraus mit s 280 nm = 1,35 cm 2 /mg fur IgG 
berechnet. 

Die Ergebnisse der Kapazitatsbestimmungen sind in Tabelle 2 dargestellt. 

Die Spezifitat der Immunglobulin-Peptidbindung wurde mitteis SDS-PAGE 
ermittelt. Sie wurde mit der Spezifitat fur Immunglobulin von Protein A und 
anti-Immunglobulin G-Antikorpern verglichen. 

Hierzu wurden die Eluate des jeweiligen Affinitatschromatographielaufs (wie 
oben beschrieben) unter reduzierenden Bedingungen fur die SDS-PAGE 
aufbereitet. 

Die Ergebnisse der Spezifitatsprufung sind in Fig. 1 dargestellt. 
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Beispie! 3 

Glu (E) irn Vergleich zu Lys (K) in Peptidposition X08 (s.o.): 
Peptidimmobilisierung auf Agarose-Beads und Test der Immunglobulin- 
Bindung aus Humanplasma vor und nach thermischer Behandlung 

5 1. Immobilisierung 

Zur Immobilisierung an einer festen Phase wurden die Peptide zu einer 
Konzentration von 1 mg/ml in Koppiungspuffer (30 % (v/v) Acetonitril, 0,5 M 
NaCI, 0,1 M NaHC0 3 pH 8,3) gelost und mit gewaschener und CNBr- 
voraktivierter Sepharose 4B im Volumenverhaltnis 10 : 1 gemischt. Nach 
10 Beendigung der Kopplungsreaktion wurden die Peptidmatrizes mit Koppiungs- 
puffer gewaschen und die uberschussigen CNBr-Gruppen durch Inkubation der 
Matrix in Tris-Puffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCI pH 8,0) inaktiviert. 

Die Peptidbeladung der Matrizes wurde photometrisch (A280nm) durch 
Differenzbildung der eingesetzten Peptidmasse vor und der nicht- 
15 immobiiisierten Peptidmasse nach der Kopplung bestimmt. 

Immobilisierte Peptide: 

Alle genannten Peptide sind uber Disulfidbruckenbindung zyklisiert. 

20 MF0147 NH2- D-C-A-E-H-L-G-E-L-V-W-C-T -amid 

I I 



Immobilisierung uber den Aminoterminus. 

MF0146 Acetyl- C-S-W-H-L-G-K-L-V-W-C -amid 



Immobilisierung uber die e-Aminogruppe des Lysins (K) 

MF0143 Acetyl- C-A-W-H-L-G-K-L-V-W-C-T -amid 

I - I 
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Immobilisierung uber die e-Aminogruppe des Lysins (K) 

2. Immunglobulinbindung aus Humanplasma vor und nach Autoklavierung der 
Peptidmatrices 

5 Die Peptidmatrizes wurden vor und nach Autoklavierung bei 121°C fur 20 min 
mittels Affinitatschromatographie auf ihre Bindungskapazitat und auf ihre 
Bindungsspezifitat fur Immunglobuline mit Humanplasma als Probe getestet. 
Hierzu wurden als Probe 6 Volumenanteile Humanplasma mit einer linearen 
Flussrate von 80 cm/h uber 1 Saulenvolumenanteil Peptidmatrix geleitet. 

10 Vor Probenauftrag wurde die Afflnitatschromatographiesaule mit PBS pH 7,2 
equilibriert worden. Nach Probenauftrag wurde die Saule mit PBS pH 7,2 bis 
zur Erreichung der Adsorptionsbasislinie gespult und anschlieBend das 
gebundene Protein mit 30 mM N a -Citrat puffer pH 2,8 eluiert. 

Die Konzentrationsbestimmung des eluierten Proteins erfolgte durch 
is photometrische Messung der Adsorption bei 280 nm. Die 
Immunglobulinkonzentration wurde daraus mit s 280 nm = 1,35 cm 2 /mg fur 
IgG berechnet. 

Die Ergebnisse der Kapazitatsbestimmungen sind in Tabelle 3 dargestellt. 

20 Die Spezifitat der Immunglobulin-Peptidbindung vor und nach Autoklavierung 
wurde mittels SDS-PAGE ermittelL 

Hierzu wurden die Eluate des jeweiligen Affinitatschromatographielaufs (wie 
oben beschrieben) unter reduzierenden Bedingungen fur die SDS-PAGE 
aufbereitet. 

25 Die Ergebnisse der Spezifitatsprufung sind in Fig. 2 dargestellt. 
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Tabelie 1: Test von 248 Peptidvarianten (13-mere) auf Immunglobulin- 
Bindung 

(A) Inkubation der festphasenimmobilisierten Peptidvarianten mit 
Serumalbumin als negative Kontrollprobe 

(B) Inkubation der festphasenimmobilisierten Peptidvarianten mit 
Humanplasma als Probe 

(C) Inkubation der festphasenimmobilisierten Peptidvarianten mit humanem 

IgG-Fc als Probe 

Die Detektion der Bindung von Immunglobulinen an die 
festphasenimmobilisierten Peptidvarianten erfolgte mittels Aikalischer- 
Phosphatase-konjugiertem anti-Human IgG Antikorper. 

Erste Zeile: Ein-Buchstaben-Code fur die ausgetauschte Aminosaure 
Erste Spalte: Sequenzposition der ausgetauschten Aminosaure 

Keine Bindung von Immunglobulin bei vorgegebener Peptidvariante, Detektion 
negativ: 0 

Bindung von Immunglobulin bei vorgegebener Peptidvariante, Detektion 
positiv: + 
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(A) Ergebnis bei Inkubation mit Serumalbumin: 
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(B) Ergebnis bei Inkubation mit Humanplasma: 
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(C) Ergebnis bei Inkubation mit human IgG-Fc: 
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Tabelle 2: Bindungskapazitat der Peptidmatrizes fur Immungiobuline 

Beladung: mg immobilisiertes Peptid/ ml Matrix [mg/ml]. 

Volumenkapazitat: mg gebundenes Protein / ml Peptidmatrix; [mg/ml]. 

Relative Kapazitat: mg gebundenes Protein / mg Peptidmatrixbeladung; 
[mg/mgj. 



Peptidmatrix 


Beladung 


Volumenkapazitat 


Rel. Kapazitat 


Al 


8,8 


4,70 


0,53 


Bl 


8,2 


1,18 


0,14 


B2 


8,5 


5,87 


0,69 


B3 


7,7 


10,7 


1,40 


CI 


8,0 


1,74 


0,22 


C2 


8,8 


1,50 


0,17 
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Fig. 1: Spezifitat der Immunglobulin-Peptidbindung 

Die Spezifitat der Immunglobulin-Peptidbindung (A) wurde im SDS-PAGE mit 
der Spezifitat der Immunglobulin-Protein A-Bindung (Prot. A) und mit der 
5 Spezifitat der Bindung von Human-IgG mit einem Huhn-IgY-anti Human-IgG 
Antikorper (AK1) bzw. einem Schaf-IgG-anti Human-IgG Antikorper (AK2) 
verglichen (B) sowie mit der Spezifitat der Immunglobulin-Peptid RTY-Bindung, 
(Acetyl-(RTY)6A)) 2 KGKK-amid abgeleitet von Fassina et al.(1996) und der 
Spezifitat der Immunglobulin-Peptid Kl- bzw. K2-Bindung, wobei Kl Acetyl- 
10 FG RLVSSI RY( (3 A) ( 13 A) K-a m id ist und K2 Acetyl -TW KTS RISI F( B A) ( 6 A) K- a m i d 
ist, abgeleitet von Krook et al. (1998) (C). 

(A) 

Marker: Marker fur die molekularen Masse, in kDa. 

HP: Humanplasmaprobe, 10 pi Probe 1:200 in PBS vorverdunnt. 

is IgG: Humanes Immunglobulin G, 1,25 pg. 



Lineare Peptide 



Al: 



Eluat von der Peptidmatrix Al, 10 pi Probe 



20 



Peptide zyklisiert uber Disulfidbruckenbindung 



Bl: 



Eluat von der Peptidmatrix Bl, 10 pi Probe 



B2: 



Eluat von der Peptidmatrix B2, 10 pi Probe 



B3: 



Eluat von der Peptidmatrix B3, 10 pi Probe 



25 



Peptide zyklisiert uber Seitenkettenamidbindung 
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CI: Eluat von der Peptidmatrix CI, 10 julI Probe 

C2: Eiuat von der Peptidmatrix C2, 10 jllI Probe 

(B) 

5 Akl: Eluat von der Antikorpermatrix 1, 10 pi Probe 

Ak2: Eluat von der Antikorpermatrix 2, 10 pi Probe 

Prot. A: Eluat von der Protein A-Matrix, 10.pl Probe 

(C) 

10 RTY: Eluat von der Peptidmatrix RTY, 10 pi Probe 

Kl: Eluat von der Peptidmatrix Kl, 10 pi Probe 

K2: Eluat von der Peptidmatrix K2, 10 pi Probe 



Die SDS-PAGE Probenvorbereitung erfolgte unter reduzierten Bedingungen. 

15 

Tabelle 3: Bindungskapazitat der Peptidmatrizes fur Immunglobuline vor und 
nach Autoklavierung 



Peptidmatrix 


Rel. Kapazitat 
vor 

Autoklavierung 


[% 
] 


Rel. Kapazitat 
nach 

Autoklavierung 


[% 
] 


Relative 
Restkapazitat 

bezogen auf 
MF147 


MF0147 


5,11 


100 


0,72 


14 


100% 


MF0146 


3,48 


100 


1,88 


54 


386% 


MF0143 


2,85 


100 


1,85 


65 


464% 



20 Relative Kapazitat: mg gebundenes Protein / mg Peptidmatrixbeladung; 
[mg/mg]. 
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Fig. 2: Spezifitat der Immunglobulin-Peptidbindung vor und nach 
Autoklavierung 

Marker: Marker fur die rnolekularen Masse, in kDa. 

5 IgG: Humanes Immunglobulin G, 1,25 |jg. 

147, 146, 143: Eluat der jeweiligen Peptidmatrix vor Autoklavierung, 
jeweils 10 pi Probe 

121°C: Eluat nach Autoklavierung der Matrix bei 121°C fur 20 min, 

jeweils 10 pi Probe 

10 

SDS-PAGE Probenvorbereitung erfolgte unter reduzierenden Bedingungen. 
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Patentanspruche 

1. Peptide mit der folgenden Aminosauresequenz, 

R 1 -X01-X02-X03-X04-X05-X06-X07-X08-X09-X10-X11-X12-X13-R 2 / 



wobei R 1 , R 2 sowie X01 bis X013 die folgende Bedeutung haben: 
R x = Amino-, Acetyl- sowie Spacer/Linker, oder Deletion 
X01 = A, D, E, G, Deletion 

X02 = C, S, D, E, Diaminobuttersaure (Dab), Diaminopropionsaure 
(Dpr), K, Ornithin (Orn), 

X03 = A, S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, W, Y 

X05 = H 

X06 = E, G, H, K, L, M, N, Q, R 

X07 =■ D, G 

X08 = D, H, K, M, N, Q, R 

X09 = K, L, R 

X10 = V 

Xll = W 

X12 = C, S, D, E, Diaminobuttersaure (Dab), Diaminopropionsaure 
(Dpr), K, Ornithin (Orn), 

X13 = D, E, K, Q, R, S, T, Deletion 

R 2 = -COOH, -Amid, -GK, -GKK, -((3A)GK, -(BA)GKK, -(6A)(6A), - 



(BA)(BA)K sowie Spacer/Linker, oder Deletion. 

2. Peptid nach Anspruch 1 in linearer sowie zyklischer Form, wobei der 
Peptidringschluss bei Anwesenheit von zwei Cysteinen uber 
Disulfidbruckenbildung oder uber eine Amidzyklisierung erfolgt, die 
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gegebenenfalls uber Seitenketten, uber den C- und N-Terminus oder uber 
eine Kombinationen beider Moglichkeiten erfolgt. 

3. Peptide nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
um 

a) die folgenden Peptidsequenzen handelt, 
R 1 - ACA WH LG KLVWCT- R2 
R 1 - ECA WH LG KLVWCT- R2 
R1-GCAWHLGKLVWCT-R2 
Rl— CAWHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion 


oder 







R1-DSAWHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 

X01 = A, E, G, Deletion 
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X03 = S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 

X06 = G, H, K, M, N, Q, R 

X07 = D 

5 X08 = D, H, M, N, Q, R 

X09 = K, R 

X12 = S 

X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion 
oder 



10 R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 
R1-DCTWHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 


oder 







R1-DCAEHLGKLVWCT-R2 
25 R1-DCAFHLGKLVWCT-R2 
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R1-DCAHHLGKLVWCT-R2 

Rl-DCAKH LG KLVWCT- R2 

R1-DCAMHLGKLVWCT-R2 

R1-DCARHLGKLVWCT-R2 

R1-DCASHLGKLVWCT-R2 

R1-DCATHLGKLVWCT-R2 

Rl - DCAVH LG KLVWCT- R2 

R1-DCAWHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAYHLGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 


oder 







R1-DCAWHDGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHEGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHGGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHHGKLVWCT-R2 
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R 1 - D CAW H KG K LVWCT- R2 
R1-DCAWHMGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHNGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHRGKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X07 




D 


X08 




D, H, M, N, Q, R 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 



oder 

R1-DCAWHLDKLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 = A, E, G, Deletion 

X02 = S 

X03 = S, T 

X04 = E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 

X06 = G, H, K, M, N, Q, R 
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X08 = D, H, M, N, Q, R 

X09 = K, R 

X12 = S 

X13 = D, E, K, Q, R, S, Deletion 
oder 



R1-DCAWHLGDLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGHLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGMLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGNLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGQLVWCT-R2 
R1-DCAWHLGRLVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, G, Deletion 


X02 




S 


X03 




S,T 


X04 




E, F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 


X09 




K, R 


X12 




S 


X13 




D, E, K, Q, R, S, Deletion, 



oder 

R1-DCAWHLGKKVWCT-R2 
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Rl - DCAW H LG KRVWCT-R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 


— 


A, 


E, G, Deletion 


X02 




S 




X03 




s, 


T 


X04 




E, 


F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, 


H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 




X08 




D, 


H, M, N, Q, R 


X12 




S 




X13 




D, 


E, K, Q, R, S, Deletion, 



oder 

R 1 - D CAW H LG KLVWST- R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, E, 


G, Deletion 


X02 




S 




X03 




S,T 




X04 




E, F, 


H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, H, 


K, M, N, Q, R 


X07 




D 




X08 




D, H, 


M, N, Q, R 


X09 




K, R 




X13 




D, E, 


K ^ Q, R, S, Deletion 
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oder 

R1-DCAWHLGKLVWCD-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCE-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCK-R2 
5 R1-DCAWHLGKLVWCQ-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCR-R2 
R1-DCAWHLGKLVWCS-R2 
Rl-DCAWHLGKLVWC— R2 

mit maximal vier gleichzeitigen Aminosaureaustauschen in den 
10 Peptidpositionen wie folgt, 



X01 




A, 


E, G, Deletion 


X02 




S 




X03 




s, 


T 


X04 




E, 


F, H, K, M, R, S, T, V, Y 


X06 




G, 


H, K, M, N, Q, R 


X07 




D 




X08 




D, 


H, M, N, Q, R 


X09 




K, 


R 


X12 




S 




wobei 









Rl = Amino-, Acetyl- sowfe Spacer/Linker, 

R2 = -COOH, -Amid, -GK, -GKK, -(BA)GK, -(BA)GKK, -(6A)(6A) f -(BA)(6A)K 
sowie Spacer/Linker sein kann, gegebenenfalls die Cysteine in Position X02 
und X12 fur einen Ringschluss uber Disuifidbruckenbildung verwendet werden, 
25 oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch Dpr oder Dab oder K oder Orn 
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fur X02 in Kombination mit D oder E fur X12 ersetzt sind und fur eine 
Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 

oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch D oder E fur X02 in 
Kombination mit Dpr oder Dab oder K oder Orn fur X12 ersetzt sind und fQr 
eine Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 

oder bei R2 = COOH die Position X02 Dpr oder Dab, oder K oder Orn ist und 
deren Seitenkette mit der C-terminalen Aminosaure uber eine 
Amidzyklisierung einen Ringschluss bildet, 

oder bei Rl = NH2 die Position X12 E oder D ist und deren Seitenkette mit der 
N-terminalen Aminosaure uber eine Amidzyklisierung einen Ringschluss bildet, 

oder bei Rl = NH2 und R2 = COOH die N-terminale und die C-terminale 
Aminosaure des Peptids fur einen Ringschluss uber Amidbildung verwendet 
wird, 

und gegebenenfalls vorhandene Lysine, die nicht fur einen Ringschluss 
verwendet werden, uber Spacer/Linker derivatisiert sein konnen. 

4. Lineare sowie zyklische Peptide nach Anspruch 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich um die foigenden Peptidsequenzen 
handelt, 

R1--CAWHLGKLVWCT-R2 

Rl-DCAWHLG KLVWC- R2 

Rl— CAWHLGKLVWC--R2 

R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHHGKLVWCT-R2 

R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 

Rl - DC AW HGG KLVWCT- R2 

R1-DCAWHGGKLVWCT-R2 
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R1-DCAWHGGHLVWCT-R2 
R1-DCAWHGGKLVWCE-R2 
wobei Rl = Amino-, Acetyl- 

R2 = -COOH, -Amid, -GK, -GKK, -(BA)GK, -(BA)GKK, 
ist, 

Rl - DCAWH LG KLVWCT- R2 

R1-DCAWHQGKLVWCT-R2 

R1-DCAYHLGKLVWCT-R2 

R1-DCSWHLGKLVWCT-R2 

Rl-DCAYHQG KLVWCT- R2 

R1-DCSWHQGKLVWCT-R2 

R1-DCSYHLGKLVWCT-R2 

R1-DCSYHQGKLVWCT-R2 

'. J 

R1—CAWHLGKLVWCT-R2 
Rl— CAWHQGKLVWCT-R2 
Rl -CAYH LGKLVWCT- R2 
Rl-CSWHLG KLVWCT- R2 
R1--CAYHQGKLVWCT-R2 
R1—CSWHQGKLVWCT-R2 
Rl-CSYH LGKLVWCT- R2 
Rl— CSYHQGKLVWCT-R2 
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(6A)(6A), -(BA)(BA)K 



R1-DCAWHLGKLVWC-R2 
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R1-DCAWHQGKLVWC--R2 
Rl-DCAYHLGKLVWC— R2 
R1-DCSWHLGKLVWC--R2 
Rl-DCAYHQGKLVWC— R2 
5 Rl-DCSWHQGKLVWC— R2 
R1-DCSYHLGKLVWC--R2 
Rl-DCSYHQGKLVWC— R2 

Rl— CAWHLGKLVWC— R2 
10 Rl— CAWHQGKLVWC--R2 

Rl—CAYHLGKLVWC— R2 

Rl— CSWHLGKLVWC— R2 

Rl— CAYHQGKLVWC— R2 

Rl— CSWHQGKLVWC--R2 
15 Rl— CSYHLGKLVWC— R2 

Rl— CSYHQGKLVWC— R2 

wobei 

Rl = Acetyl- 

R2 = -COOH, -Amid ist, 

20 gegebenenfalls die Cysteine in Position X02 und X12 fur einen Ringschluss 

uber Disulfidbruckenbildung verwendet werden, 



oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch Dpr oder Dab oder K oder 
Orn fur X02 in Kombination mit D oder E fur X12 ersetzt sind und fur eine 
Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden, 
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Oder die Cysteine in Position X02 und X12 durch D oder E fur X02 in 
Kombination mit Dpr oder Dab oder K oder Orn fur X12 ersetzt sind und 
fur eine Amidzyklisierung uber die Seitenketten verwendet werden. 

5. Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Peptide Immunglobuline oder Antigen-Immunglobulin-Komplexe in 
biologischen Flussigkeiten binden. 

6. Peptide nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Linker/Spacer aus der Gruppe ausgewahlt wird, bestehend aus: 

- Carbonsauren und deren Derivate 

- Hydroxycarbonsauren und deren Derivate 

- Oligoalkoxyderivate und deren Oiigomere 

- a-Aminocarbonsauren sowie deren Homo- und Heterooligomere 

- a,co-Aminocarbonsauren sowie deren verzweigte Homo- und 
Heterooligomere 

- sonstige- Aminosauren sowie deren lineare und verzweigte Homo- und 
Heterooligomere 

- Amino-oligoalkoxy-alkylamine und deren lineare und verzweigte Homo- 
und Heterooligomere 

- Maleinimidocarbonsaure und deren Derivate 

- Oiigomere von Alkylaminen 

- 4-Alkylphenyl-Derivate 

- 4-Oligoalkoxyphenyl- und 4-Oligoalkoxyphenoxy-Derivate 

- Oligoalkylmercaptophenyl- und 4-Oligoaikylmercaptophenoxy-Derivate 

- 4-Oligoalkylaminphenyl- und 4-OligoalkyIaminyphenoxy-Derivate 

- (Oligoalkylbenzyl)-phenyl- bzw. 4-(OligoaIkylbenzyl)-phenoxy-Derivate 
sowie 4-(Oligoalkoxy-benzyl)-phenyl- bzw. 4-(OligoalkoxybenzyI)- 
phenoxy-Derivate 
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- Trityl-Derivate 

- Benzyloxyaryl- und Benzyloxyalkyl-Derivate 

- Xanthen-3-yl-oxyalkyl-Derivate 

- co-(4-Alkylphenyl)- bzw. a>-(4-AlkyIphenoxy)-alkansaure-Derivate 

- Oligoalkyl-phenoxyalkyl- bzw. Oiigoalkoxy-phenoxyalkyl-Derivate 

- Carbamat-Derivate 

- Amine 

- Trialkylsilyl- und Dialkyl-alkoxysilyl-Derivate 

- Alkyl- bzw. Aryl-Derivate 

- Thiole und deren Derivate 

- Thioether und deren Derivate 

- Thiocarbonsauren und deren Derivate 

- Thiolcarbonsauren und deren Derivate 

- Sulfonsauren und deren Derivate sowie 
Kombinationen aus den aufgefuhrten Linkern oder Spacern. 

7. Feste Phasen fur die Affinitatschromatographie oder Festphasenextraktion 
aus organischen, anorganischen, synthetischen Polymeren oder aus 
Mischpolymeren, vorzugsweise quervernetzte Agarose, Cellulose, Kieselgel, 
Polyamid und Polyvinylalkohole, die gegebenenfalls chemisch aktiviert 
werden, mit an der Oberflache der festen Phase immobilisierten Peptiden 
gemass mindestens nach einem der Anspruche 1 bis 6. 

8. Feste Phasen nach Anspruch 7 wobei die Peptide kovalent oder durch 
Adsorption an die feste Tragerphase gebunden sind. 

9. Feste Phasen nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Peptide uber K(Lys) an 
Position X08 kovalent an die feste Phase gebunden sind. 
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10. Feste Phasen nach Anspruch 8 oder 9 wobei die Peptide von der 
Trageroberflache uber Linker/Spacer beabstandet sind. 

11. Verfahren zur Adsorption von Immunglobulinen an einer festen Phase, 
wobei die Peptide nach Anspruch 1 bis 3 an eine ubliche feste Phase fur 
die Affinitatschromatographie oder an mobile feste Phasen gebunden 
werden, und die zu adsorbierenden immunglobulinhaltigen Proben mit den 
festen Phasen gemass Anspruch 7 bis 10 in Kontakt gebracht werden. 

12. Verfahren zur Adsorption von Immunglobulinen an einer festen Phase, 
wobei die Peptide nach Anspruch 1 bis 6 an eine ubliche feste Phase fur 
die Affinitatschromatographie oder an mobile feste Phasen gebunden 
werden, und die zu adsorbierenden immunglobulinhaltigen Proben mit 
Antikoagulantien behandeltes humanes Blutplasma oder humanes Vollblut 
sind und mit den festen Phasen gemass Anspruch 7 bis 10 in Kontakt 
gebracht werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12 zur Adsorption von Immunglobulinen aus 
immunglobulinhaltigen Proben, die Autoantikorper enthalten, die mit 
Autoimmunerkrankungen, vorzugsweise rheumatoide Erkrankungen, 
Multiple Sklerose, Myasthenia gravis sowie andere Autoantikorper- 
vermittelte Erkrankungen, assoziiert sind. 

14. Vorrichtung zur Entfernung von Immunglobulinen aus 
immunglobulinhaltigen Proben an festen Phasen, wobei die Vorrichtung 
eine feste Phase gemass einem der Anspruche 7 bis 10 enthalt und 
Einrichtungen vorgesehen sind zum Einlass von immunglobulinhaltigen 
Proben. 

15. Verwendung von Peptiden nach einem der Anspruche 1 bis 6, von festen 
Phasen nach einem der Anspruche 7 bis 10 sowie Vorrichtungen nach 
Anspruch 14 zur Entfernung von Immunglobulinen aus 
immunglobulinhaltigen Proben. 
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